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INTRODUCAO E OBJETIVOS RESULTADOS

As técnicas de branqueamento interno constituem uma opc¢ao terapéutica conservadora para o tratamento A
das alteracdes de cor dentaria em dentes n3o vitais(l. 100-
O peroxido de hidrogénio introduzido na camara pulpar em procedimentos de branqueamento interno, in
vitro?>), demonstra um potencial de difusdo através dos tecidos duros do dente para o periodonto®), em
concentracdes que se situam num espectro entre 0,34 pg/ml e 4,4ug/ml (apds 24 horas de exposicdo)!”).

Sao desconhecidos, contudo, quais os efeitos do peroxido de hidrogénio nas células periodontais, em

particular nas células osteoblasticas.
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O objetivo deste estudo piloto é avaliar os efeitos da exposicao ao peroxido de hidrogénio
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branqueamento interno na viabilidade de uma linhagem de células osteoblasticas, avaliando Q> N} NS qf«-’ ©* R
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potencialmente resultante de processos de difusao radicular apds técnicas de \<o\

especificamente o efeito do tempo de exposicao e da concentracao de perdxido de Concentracdo de peréxido de hidrogénio
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hidrogénio.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas células osteoblasticas fetais humanas condicionalmente imortalizadas pelo gene SV40 -

nFOB 1.19 (ATCC® CRL-11372). Estas foram cultivadas em placas de 96 pocos (1,0x10* células/poco) , de
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acordo com as indicagdes da ATCC®, em meio de cultura composto por uma mistura de 1:1 de DMEM +— 3 ——+ %

(Dulbecco’s modified Eagle’s médium) (Lonza®, Basileia, Suica), Ham’s F-12 suplementado com 2,5 nm de L-
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Bovino (Biowest®, Nuaillé, Franga),e incubadas a 372C, 5% CO, e humidade relativa de 97%. QS Q2 D ‘b? o> N

1
glutamina (Biowest®, Nuaillé, Franca), 0,3mg/ml de G418 (Roche®, Basileia, Suica) e 10% de Soro Fetal \é
)
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As células foram expostas a solucdes de peroxido de hidrogénio, feitas a partir de uma solucao-mae de 3% Concentracio de peréxido de hidrogénio

de peroxido de hidrogénio (Sigma-Aldrich®, St. Luois, Missori, EUA), num espectro de 6 pontos crescentes C

100-
de concentracao: 0,0 ug/ml (controlo), 0,5 pug/ml, 1,0 ug/ml, 2,5 pg/ml, 6,0 pug/ml e 15,0 pg/ml, durante 1

hora, 24 horas ou 72 horas (n=3). Apos o tempo de incubacao, avaliou-se a viabilidade celular através do
kit CellTiter-Blue® (Promega Corporation®, Wisconsin, EUA) e os resultados medidos por
espectrofluorimetria com um comprimento de onda 560/590 (excitacao/emissao). Os valores de

intensidade de fluorescéncia obtidos foram convertidos em percentagem de viabilidade considerando
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como referéncia o controlo negativo sem tratamento, aplicando a seguinte formula:

0 - = f aatl
| | | | | |
Intensidade Fluorescéncia poco teste A A N 3> > >
% viabibilidade = ————————— - x 100 & & N N N N
media das intensidades de fluorescencia controlo < A3 N < < <
Q® o7 Ny A2 Sy D
\ *

A analise estatistica foi realizada recorrendo a um software apropriado SPSS® - Statistics 23 (IBM® Inc,
Concentracao de peréxido de hidrogénio

Chicago, IL, EUA), pelo teste ANOVA com teste Duncan ou Tukey post-hoc conforme apropriado usando o
Graficos de linhas demonstrando a viabilidade celular de osteoblastos hFOB1.19 apods a

grupo de controlo como referéncia. Apenas foram considerados valores significativos para P< 0,005. exposiCi0 a concentracdes crescentes de peréxido de hidrogénio por comparacio com controlo

negativo (sem exposicao).
Cada grafico representa um tempo diferente de exposicao as solucdes de peroxido de hidrogénio

(A: 1h, B:24h, C:72h). Os pontos referem-se a uma média aritmética de 3 ensaios. As barras de

D I S c U S SA O erro representam o intervalo de desvio padrao.

* A exposicao ao peroxido de hidrogénio em todas as concentracoes testadas resultou numa diminuicao muito significativa da viabilidade celular osteoblastica em comparacao com o controlo
(p=0,000).

 Observou-se um efeito pouco pronunciado do aumento da concentracao de peroxido de hidrogénio na viabilidade das células hFOB 1.19, verificando-se uma diminuicao de 71,43% a 80,98%
apos exposicao a concentracoes de 0,5 pg/ml a 15,0 pug/ml, respetivamente. Contudo, entre concentracoes ndao se observam resultados estatisticamente significativos. Estes resultados sugerem
que concentracoes inferiores a 0,5ug/ml poderao ter ja efeitos na viabilidade destas células , sendo necessdrios mais estudos para validar esta hipotese.

 Quando considerado o tempo de exposicao, foi observada uma diminuicao crescente da viabilidade em funcao do aumento do tempo de exposicao, variando de 39,07% (1h) até 12,01% (72h),

demonstrando um efeito negativo do tempo de exposicao na viabilidade celular para as mesmas concentracdes. Estes resultados sao significativas entre a 1 hora e as 72 horas (P=0,003).
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